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RESUMO

A utilizagdo de polpa de frutas, verduras e hortalicas na formagdo de varios produtos
representa uma alternativa para o aproveitamento destas, evitando desperdicios e agregando
valor, principalmente a produ¢ao de fermentados alcodlicos das polpas e seus residuos. A
fermentagdo alcodlica compreende um conjunto de reagdes enzimaticas controladas, em que
ocorre a oxidagdo anaerdbica parcial dos acucares, produzindo etanol, como principal
produto, gas carbonico (CO2) e liberando energia, através da agdo do microrganismo
comumente usado, levedura Sacharomyces cerevisiae. Praticamente todas as frutas ou
materiais agucarados podem ser utilizados na producdo de bebidas fermentadas. O tomate,
por exemplo, ¢ uma matéria-prima que pode ser utilizada para a produ¢do de fermentado
alcoolico. Ele ¢ uma hortali¢a bastante comercializada ¢ consumida no Brasil e no mundo,
tanto in natura quanto processado. O estudo do processo de fermentagao etanolica ¢é relevante
para a producdo de bebidas fermentadas de frutas, frutos e hortalicas de qualidade e
aceitaveis no mercado. Um dos parametros que precisa ser observado ¢ a cinética de
fermentagdo, pois através dela é possivel determinar o tempo necessario para a obtengdo de
produto, otimizando a producao e eliminando custos desnecessarios. Diante disso, o objetivo
desse estudo ¢ produzir um fermentado alcodlico de tomate, caracterizando fisico-
quimicamente a Polpa de Tomate Inteiro - PTI (com cascas e semente) e seu perfil cinético,
além de avaliar a melhor concentracdo de polpa para sua produgdo. O desenvolvimento do
trabalho se deu em etapas, que foram elas: preparo das polpas de tomate, caracterizagao
fisico-quimica da PTI, fermentacdes em batelada e por fim, modelagem cinética. Através
desse etapas foi possivel obter uma bebida fermentada da polpa do tomate chaptalizada, com
variagdo de 106 - 118 g/L. de concentragdo de etanol e classificadas como suave (A, B e C)
e tipo meio seco (D). Além disso, apresentou uma eficiéncia maxima de fermentagdo de
93,62% e um rendimento de processo maximo de 43,31% e com taxa de Constantes
cinéticas, tempo de fermentacdo e modelo de Monod crescimento maxima (Umax) situando-
se entre 0,22 — 0,34 dia’!, sendo considerada uma fermentagdo lenta. Além disso foi possivel
observar que a concentragao da PTI na margem de 20 — 200 g/L ndo causou interferéncias

negativas na fermentacao.

Palavras-chave: Constantes cinéticas, tempo de fermentacao e modelo de Monod.



ABSTRACT

The use of pulp of fruits and vegetables in the formation of various products represents an
alternative for their use, avoiding waste and adding value, mainly the production of alcoholic
fermented pulps and their residues. Alcoholic fermentation comprises a set of controlled
enzymatic reactions, in which partial anaerobic oxidation of sugars occurs, producing
ethanol, as the main product, carbon dioxide (CO2) and releasing energy, through the action
of the commonly used microorganism, yeast Sacharomyces cerevisiae. Virtually all fruits or
sugary materials can be used in the production of fermented drinks. Tomato, for example, is
a raw material that can be used for the production of alcoholic fermentation. It is a vegetable
widely traded and consumed in Brazil and in the world, both fresh and processed. The study
of the ethanolic fermentation process is relevant for the production of quality and acceptable
fruit fermented drinks, fruits and vegetables on the market. One of the parameters that needs
to be observed is the fermentation kinetics, because through it it is possible to determine the
time needed to obtain the product, optimizing production and eliminating unnecessary costs.
Therefore, the objective of this study is to produce an alcoholic fermented tomato,
physically-chemically characterizing the Whole Tomato Pulp - PTI (with peels and seeds)
and its kinetic profile, in addition to evaluating the best concentration of pulp for its
production. The development of the work took place in stages, which were: preparation of
tomato pulps, physical and chemical characterization of PTI, batch fermentations and finally,
kinetic modeling. Through these steps it was possible to obtain a fermented drink from
chaptalized tomato pulp, with a variation of 106 - 118 g/L of ethanol concentration and
classified as mild (A, B and C) and medium dry type (D). In addition, it presented a
maximum fermentation efficiency of 93.62% and a maximum process yield of 43.31% and
with a rate of kinetic constants, fermentation time and maximum growth Monod model
(umax), between 0.22 — 0,34 day-!, being considered a slow fermentation. In addition, it was
possible to observe that the concentration of PTI in the range of 20 - 200 g/L did not cause
negative interferences in the fermentation.

Keywords: Kinetic constants, fermentation time and Monod model.
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1 INTRODUCAO

A perda e o desperdicio de alimentos sdo problemas ndo resolvidos em diversos
paises, que se agrava principalmente com o elevado crescimento populacional. Em 2019
estimou-se que entre um quarto ¢ um ter¢o dos alimentos produzidos anualmente para o
consumo humano se perde ou ¢ desperdicado (FAO, 2019). No Brasil, um relatorio da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) em parceria com a Fundagdo
Getulio Vargas (FGV) estima que quase 37 milhdes de toneladas de residuos alimentares
foram gerados no ano de 2018 (PORPINO et al., 2018).

Frutas e hortalicas apresentam um grande volume de perdas, que ocorrem durante
toda a sua cadeia produtiva (CECCATO e BASSO, 2016). Além da desvantagem atribuida
a alta perecibilidade desses alimentos, os aspectos sensoriais tém importdncia para a
aceitagdo do consumidor (LIMA, 2016). Assim, uma das alternativas para o aproveitamento
de frutas e hortalicas ¢ a fermentagao, que ¢ uma tecnologia eficiente e de baixo custo sendo
uma op¢do para a industria de alimentos e para a producdo de bebidas fermentadas (SILVA
et al., 2007).

Segundo a legislagao brasileira, o fermentado de fruta ¢ definido como sendo uma
bebida com graduacao alcoolica de 4 a 14% em volume, a 20°C, obtida através da
fermentagdo alcodlica do mosto de fruta sa, fresca e madura de uma unica espécie, do
respectivo suco integral, concentrado ou polpa, que podera nesses casos, ser adicionado dgua
(BRASIL, 2009). Além disso, as bebidas fermentadas podem ser classificadas, segundo a
quantidade de acticar residual, em trés categorias sendo elas: tipo seco, tendo até 5 g/L de
agucar residual; tipo meio seco, tendo de 5 a 20 g/L de agucar residual; tipo suave,
apresentando mais de 20 g/L de agtcar residual (COSTA et al., 2017).

Praticamente todas as frutas ou materiais agucarados podem ser utilizados na
produgdo de bebidas alcodlicas. Uma das matérias primas que podem ser empregadas na
producao de fermentados alcodlicos € o tomate (Lycopersicon esculentum Mill). Ele ¢ uma
hortali¢a bastante comercializada e consumida no Brasil € no mundo, tanto in natura quanto
processado. Além disso, o tomate contém substincias antioxidantes como acido ascorbico,
licopeno e compostos fendlico, que exercem papel preventivo, especialmente contra doengas
cronicas nao transmissiveis (HEREDIA et al.,, 2010; BENASSI ¢ ANTUNES, 1988;
CHANG e LIU, 2007).

O estudo do processo de fermentacdo etandlica ¢ relevante para a producdo de

bebidas fermentadas de frutas, frutos e hortalicas de qualidade e aceitdveis no mercado. A



10

cinética de fermentagdo ¢ um dos pardmetros que precisa ser observado, pois através dela ¢
possivel determinar o tempo necessario para a obtengao de produto, otimizando a producao
e eliminando custos desnecessarios (DALSENTER et al., 2015).

Nesse contexto, esse estudo traz como objetivo produzir um fermentado alcodlico de
tomate, caracterizando fisico-quimicamente a Polpa de Tomate Inteiro - PTI (com cascas e
semente) e seu perfil cinético, além de avaliar a melhor concentragdo de polpa para sua
producao. E assim, surgindo como uma alternativa para o aproveitamento do tomate e auxilio

na busca de novos tipos, sabores e nichos da industria alimenticia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

O objetivo geral do estudo foi realizar a produgdo de fermentado alcoolico de tomate
e obter a caracterizagao cinética em relagao ao crescimento celular, consumo de substrato e

producdo de etanol.

2.2 Objetivos Especificos:

e (Caracterizagdo fisico-quimica da polpa de tomate;

e Desenvolver fermentagdes em batelada para analisar qual a melhor concentragdo de
polpa de tomate utilizada na produgdo, fixando a concentragdo de levedura e de
sacarose;

e Acompanhar a cinética de fermentagao através de analises;

e Realizar a modelagem cinética das fermentagdes em batelada caracterizando as

constantes cinéticas associadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Tomate: Valor Nutricional, Producio e Residuos

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill) é a principal hortalica produzida no Brasil
e uma importante commodity mundial, ocupando lugar de relevancia na mesa do consumidor
(BOTEON, 2020; BORGUINI, 2006). Consumido processado ou in natura, sua produgao
movimenta diversos setores, como o de insumos, embalagens, maquinas agricolas e
equipamentos (MELO e VILELA, 2005).

Nas ultimas décadas descobriu-se, no tomate, a presenca de substancias que
contribuem para a nutricdo humana e exercem papel preventivo contra doengas cronicas nao
transmissiveis. Entre essas substincias temos: antioxidantes, como a vitamina C, compostos
fenolicos (quercetina, kaenferol, naringenina, rutina e acido clorogénico) e os carotenoides
B-caroteno e, principalmente, o licopeno (HEREDIA et al, 2010). O licopeno nao ¢
produzido pelo organismo, sendo necessdrio obté-lo por ingestdo de alimentos que
contemplem este carotenoide. Os alimentos que possuem maior quantidade desta substancia
sd0 os concentrados a base de tomate (FERREIRA, 2004).

O tomate industrial vem ganhando grande destaque na produ¢do mundial, com uma
marcante expansdo nos ultimos anos. Entretanto, como consequéncia desse crescimento,
tem-se o aumento na geracdo de residuos (CAMARGO, HAJ-ISA e QUEIROZ, 2007).
Estima-se que cerca de 37% da producdo brasileira de tomate ¢ destinada para o
processamento industrial. Onde sdo gerados os residuos, que consistem em cascas, sementes
e uma pequena quantidade de polpa. Cascas e sementes compreendem cerca de 2-5% da
massa do total processada para produtos de tomate (KNOBLICH, ANDERSON e
LATSHAW, 2005; BOTEON, 2020). Além disso, a geracdo de residuos também esta
associada ao desperdicio no uso de insumos, as perdas entre a producao e o consumo, € aos
materiais que, gerados ao longo da cadeia agroindustrial, ndo possuem valor econdmico
evidente (ONG OBA, 2004).

A fim de usar os alimentos de forma completa, sem desperdicios, muitas técnicas t€ém
sido estudadas e desenvolvidas. A citar: Coelho et al. (2001), que desenvolveu um estudo da
producdo de enzimas a partir do coco e suas cascas e Silva e Silva (2012), que desenvolveram
estudo sobre o aproveitamento integral de alimentos. Dentre essas técnicas temos a
fermentagdo alcodlica. Metodologia estudada e utilizada para elaboracdo de produtos com

alto valor agregado, sendo uma técnica facil e de baixo investimento, podendo ser usada
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como matéria-prima frutas e hortalicas, apresentando um ramo novo para a industria de
fruticultura (SILVA et al., 2007).

O tomate tipo italiano ¢ o mais utilizado na industria de alimentos. Destaca-se pelo
sabor suave, relacionado a interagdo entre aglicar e acido, parametros relevantes para o
processo fermentativo (MONTEIRO et al, 2008). Um dos principais pardmetros
relacionados a dogura e sabor das frutas e hortali¢as é o teor de sélidos soluveis. O tomate
apresenta para esse parametro valor de 4 a 6° Brix (CHITARRA e CHITARRA, 2005).
Outros fatores que afetam a aceitagdo do tomate sdo os 4cidos orgéanicos e o pH, que causam
influéncia no sabor e no aroma deste alimento. O pH do tomate varia entre 4,0 e 4,5 € os
acidos organicos correspondem 1/10 dos soélidos totais (SOUZA, BAPTISTA e ZAN, 2018;
BORGUINI e MATTOS, 2006).

3.2 Fermentado Alcoodlico

O vinho ¢ a bebida fermentada mais antiga e que mais se tem relatos de estudos,
sendo proveniente da fermentacdo alcoolica de uva madura ou do suco de uva. Como
matérias-primas alternativas para a produ¢do de bebidas alcodlicas fermentadas, também
podem ser utilizados frutos ou vegetais que contenham umidade, agucar e nutrientes para as
leveduras (MARTINELLI FILHO, 1983). O Decreto n° 6.871 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), define o fermentado de fruta como a bebida com
graduacao alcodlica de 4 a 14% em volume, a 20 °C, obtida do mosto da fruta sa, fresca e
madura (BRASIL, 2009).

As Bebidas fermentadas de frutos e frutas sdo produtos industrializados promissores
em razao da tendéncia a sua aceitacdo em pesquisas de consumo, além da contribui¢do para
a reducdo das perdas pos-colheita de frutas pereciveis (SANDHU e JOSHI, 1995). Além
disso, os consumidores estdo cada vez mais exigentes em relacdo a qualidade dos produtos
que consomem, exercendo uma pressdo positiva sob a induastria no que diz respeito a
adequagdo, melhoria e criagdo de novos produtos (NOGUEIRA, 2005).

Apesar de terem propriedades fisico-quimicas diferente, como tipo de matéria-prima,
teor alcodlico, entre outros, as bebidas fermentadas derivadas das matérias-primas
acucaradas sdo produzidas através da fermentacdo alcoodlica. Esse processo bioquimico
ocorre quando um microrganismo se alimenta dos agucares presentes no mosto, produzindo

etanol e gas carbonico (ANDRADE et al., 2012).
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Muitas bebidas alcodlicas tiveram sua origem a partir da descendéncia cultural,
outras surgiram como alternativa para o aproveitamento do excesso de produgao fruticola de
certas regides ou como uma inovagdo tecnologica para o uso de frutas e vegetais. Sob os
aspectos de superproducdo e aproveitamento das safras fruticolas brasileiras, existe a
necessidade de atenuar as perdas. Para isso, uma associacdo entre a diversificada flora
brasileira e as tecnologias de produ¢do de bebidas alcodlicas fermentadas pode ser uma
ligacdo para o aproveitamento da producao de frutas e vegetais ou para geragao de novas

perspectivas (DIAS et al., 2018).

3.3 Formas de Conducio dos Processos Fermentativos

A producido de etanol pode ser conduzida de quatro maneiras diferentes, sendo elas:
descontinua, semicontinua, descontinua alimentada (também conhecida como batelada
alimentada) ou continua (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001). Na fermentacao de bebidas
e alimentos, as formas de operagcdo mais utilizadas sdo batelada e batelada alimentada, por
proporcionarem maior seguranca quanto a manutengao e assepsia, maior controle em relagdo
a estabilidade genética do microrganismo, menor risco de contaminagao e pela simplicidade

do processo (CARVALHO e SATO, 2001).

3.3.1 Fermentacao Descontinua

A fermentacdo descontinua ou batelada consiste em adicionar o inoculo € o mosto na
dorna no inicio da fermentacdo. Apos a fermentagdo, o mosto fermentado é enviado para os
tratamentos finais que consistem nas operagdes unitarias para recuperagao do produto. Este

processo fermentativo esta representado na Figura 1:

Figura 1. Representacao do processo em batelada

Inéculo

=

Meio =

Meio Fermentado

Fonte: Adaptado de Mendes et al., 2013.
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No processo em batelada, o volume do reator é constante, a fermentagao pode levar a
baixos rendimentos, ha presenca de tempo morto e o substrato ¢ adicionado de uma s6 vez
no inicio da fermentag¢dao. Além disso, o microrganismo passa por todas as fases sucessivas
dentro do mesmo reator. Assim, a concentracao inicial de substrato e de produtos formado
podem exercer efeitos de inibi¢do nas células. Por outro lado, o processo em batelada possui
menor risco de contaminagdo e¢ o reator pode ser utilizado para fabricacdo de diversos
produtos (CARVALHO e SATO, 2001).

De acordo com Copersucar (1987), os parametros mais medidos para o
acompanhamento cinético da fermentacdo etandlica sdo variagcdo de concentragdo de células
com o tempo, variagdo da concentragao de substrato com o tempo, variacdo da concentragdo
de etanol formado com o tempo e, eventualmente, variagdo de outros nutrientes ou produtos,
a citar: fontes de nitrogénio, didxido de carbono.

Segundo Gretschmann (2009), o estudo do processo fermentativo consiste em avaliar
a evolugdo dos valores de concentracdo de tais pardmetros do meio de cultivo em fungao do
tempo de fermentagdo. Os valores experimentais deles permitem que sejam tragadas curvas
de ajuste que os descrevem. Dessa forma, partir das curvas descritas na Figura 2 abaixo, ¢
possivel determinar as velocidades médias de transformagdes num periodo (AT). Considera-
se no grafico, as concentragdes de substrato (S), concentra¢ao de produto (P) e concentragdo

de microorganismos (X) presente no meio em um instante t.

Figura 2. Variacao de S, X e P com o tempo em um processo fermentativo descontinuo

wl

rEmEE

b= AT .

Fonte: Adaptado de Copersucar, 1987.
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3.4 Bioquimica da Fermentaciao Alcodlica

A fermentacdo alcodlica é entendida como a transformacdo de agucares
fermentesciveis, através da agdo de microrganismos, em etanol e géas carbonico (LIMA e
MARCONDES, 2002). O processo bioldgico ¢ anaerdbio e ocorre através de um conjunto
de 12 reagdes ordenadas, que sdo catalisadas por enzimas que estdo confinadas dentro do

citoplasma celular, como a ilustra¢do da Figura 3 (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Figura 3. Via metabolica simplificada da fermentagdo alcoodlica por S. cerevisiae

Saccharomyces
cerevisiae

\Q Glicose-6-fosfato

Sacarose l

Frutose-6-fosfato

e FrUtOSE- 1,6-bifosfato Proteinas Biomassa
Dihidroxiacetona l
Fosfato Gliceraldeido 3-fosfato I

Ammoamdos

Glicerol Plruvato \
/ Acidos

CO2 Acetaldeldo orginicos

l

Etanol

Acidos
Orgéanicos

CO2

[ Etanol ]

Fonte: Traduzido de Rodrigues et al., 2018.

Os carboidratos sao considerados substratos para a fermentagao. E, podem ser de dois
tipos, os exogenos, que sdo fornecidos a levedura, como sacarose, glicose e frutose e os
endogenos, que sdo os constituintes da levedura, como o glicogénio e a trealose (LIMA,
BASSO e AMORIM, 2001).

O processo de quebra dos agucares soluveis maiores em moléculas menores ocorre
através da acdo de leveduras durante as reacdes da fermentagdo, tal mecanismo ocorre em

dois ciclos diferentes. Um dos ciclos ¢ a glicolise (especialmente a rota de EMP; Embden-
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Meyerhof-Parnas), que faz a quebra da molécula de glicose até a formagdo do piruvato,
auxiliados por enzimas presentes no interior da célula. Na auséncia de oxigénio as enzimas
piruvato-descarboxilase e alcool-desidrogenase tendem a realizar a produgdo de etanol e
agua através do 4cido piruvico e pelo meio da Equacao de Gay-Lussac se faz o balango do
ciclo. Na presenga de oxigénio, ocorre um favorecimento da cadeia respiratoria, uma parte
do acido pirtivico ¢ direcionado para o ciclo de Krebs, formando mais ATP, NADH e
FADH:2. As coenzimas NADH e FADH: vdo para a cadeia transportadora de elétrons nas
cristas mitocondriais para produzir ATP. Por meio desse processo de oxidacdo, serad
produzido o gas carbonico proveniente do ciclo de Krebs e dgua a partir da acepgdo de
elétrons pelo oxigénio e combinando-se com os protons presentes na matriz mitocondrial.
As Equagdes de Gay-Lussac (Equacao 1) e do ciclo de Krebs (Equagao 2) representam de
forma resumida o balango global dos dois ciclos (TEXEIRA et al., 2014):
C¢H1206 + 2P + 2ADP — 2C,Hs;OH + 2C0, + 2ATP + 2H,0 + 57Kcal, (1)
6 C¢H.,06 + 20, - 6C0,+ 2H,0 + 30ATP + 688Kcal. 2)

Ao metabolizar anaerobicamente o agucar, a levedura busca produzir energia em
forma de ATP, que ¢ utilizado na realizagdo das fung¢des de crescimento, multiplicacdo e
manutengao celular. Porém, os produtos obtidos através da fermentacao alcoodlica (etanol,
COz, glicerol, entre outros) ndo possuem utilidade metabolica para a célula (LIMA, BASSO
e AMORIM, 2001).

Pela via glicolitica ou via EMP ocorre a producdo do etanol pela atuagdo da
Saccharomyces cerevisiae e outras leveduras, em que a glicose (hexose) ¢ oxidada para
gliceraldeido-3-fosfato e a dihidroxicetona fosfato. Na sequéncia o gliceraldeido-3-fosfato ¢
convertido em piruvato, sendo descarboxilado, obtendo o acetaldeido. Apds isto, através da
atuacdo da enzima alcool-desidrogenase usando NADH, o acetaldeido produzido sofre
reducdo a etanol. A dihidroxicetona fosfato pode retornar ao ciclo, convertendo-se em
gliceraldeido-3-fosfato, e depois em etanol, ou, alternativamente reduzindo-se a glicerol. As
duas moléculas de NAD+ que sdo formadas sdo utilizadas na oxidacao de outra molécula de
glicose, mantendo o equilibrio interior na célula (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Durante o processo fermentativo, as leveduras passam por tipos de estresse. Alguns
desses fatores que podem causar esses efeitos negativos sdo: deficiéncia nutricional, alta
temperatura, acimulo de etanol, concentragdo de substrato, pH, concentragdo de indculo,

contaminagdo bacteriana, entre outros (BAI, ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008).
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3.5 Fatores que Afetam a Fermentacio Alcodlica

Diversos fatores fisicos, quimico e biologicos afetam o rendimento da fermentagao e
a eficiéncia da conversao de agucar em etanol (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001). Sendo
teor alcodlico, temperatura, concentragdo de substrato, pH e contaminagdo microbiana
alguns desses fatores (BASSO, 2006).

O principal componente toxico para a levedura durante o processo fermentativo € o
etanol que se acumula no caldo (MAIORELLA, BLANCH e WILKE, 1983). Isso se da pelo
etanol agir direta ou indiretamente sobre as propriedades da membrana plasmatica,
modificando a membrana lipidica interferindo na acdo de enzimas e transporte de soluto
(ALVES, 1996).

Um fator que interfere nas reagdes bioquimicas das leveduras ¢ a temperatura. A
faixa de temperatura 6tima para o crescimento de leveduras ¢ de 26 a 35° C, temperaturas
inferiores retardam a fermentacdo, e temperaturas superiores favorecem o aparecimento de
contaminagdo ¢ a levedura fica mais sensivel a toxidez (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001;
SILVA FILHO et al., 2005).

Um fator que interfere no rendimento ¢ a concentragdo de substrato, que estd
diretamente ligada a concentracdo de agucares do mosto no inicio da fermentagdo. O
aumento da concentragdo de agucares causa o aumento da producdo de etanol, tornando a
fermentacdo lenta. Ja no caso de baixa concentracdo de actcares, ocorreram baixos
rendimentos na producdo do alcool (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

O pH ¢ outro fator de importancia que afeta o controle do crescimento bacteriano,
afetando assim o crescimento da levedura, velocidade de fermentacdo e produgdo de
subprodutos. Normalmente, o pH 6timo dos mostos industriais ¢ mantido entre 4,5 ¢ 5,0,
controlando a contaminagdo bacteriana e o crescimento das leveduras (COSTA et al., 2017).

A contaminacdo microbiana também ¢ um fator que deve ser observado. Os
microrganismos contaminantes podem se desenvolver nas dornas de fermentagdo
dependendo das condi¢des de operagao. Esses demais microrganismos competem com a
levedura, causando aumento na acidez, gerando subprodutos que inibem crescimento, entre
outros efeitos nocivos ao processo fermentativo (DARE, 2008; LOPES e PARAZZI, 2007;
NAVES et al., 2010).
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3.6 Cinética de Fermentacao

No processo de fermentag@o alcodlica, os substratos sdo transformados em produtos
e uma fracdo da energia (ATP) que ¢ gerada sera utilizada na producgdo de células. Dessa
forma, as concentragdes de substrato, produto e células variam em funcdo do tempo de
fermentag¢do. A variacdo dessas concentragdes ¢ definida por Hiss (2001) como cinética
quimica do sistema. Além disso, através de observagdes do estudo da velocidade ¢ possivel
compreender a influéncia de parametros externos como, temperatura, pH, agitacao,
inibidores, entre outros, sob o processo fermentativo (SONEGO, 2016).

E recomendado, para os estudos cinéticos, 0 acompanhamento dos seguintes itens: a
concentragdo do substrato, intitulado de “S”, sendo o composto que limita a reagdo; a
concentragdo do produto de interesse econdmico, intitulado de “P” e da concentracdo de
microrganismos, intitulada de “X”. Os valores experimentais desses itens sdo representados
em func¢do do tempo para a obtencdo das curvas de ajustes para a determinagdo das taxas de
consumo. A Figura 4 ¢ a representacdo classica de S, P e X variando em fung¢do do tempo

em um processo descontinuo (HISS, 2001).

Figura 4. Curvas tipicas da variagdo das concentracdes dos componentes de uma fermentagao

: —= Tem)
0 1 ad

Fonte: Adaptado de Hiss, 2001.
Com base nas informacdes apresentadas na Figura 4, as velocidades instantaneas de

crescimento ou reproducao do microrganismo, consumo de substrato e formacao de produto,

sdo representadas respectivamente pelas Equagdes 3, 4 e 5:

ax
x = E: (3 )
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das

s =5 4)
dap

p = E (5)

Porém, como a concentragdo celular aumenta com o tempo pode-se considerar que o
complexo enzimatico responsavel pela conversdo de substrato em produto também
aumentard. Diante disso, Garde (1955) sugeriu que as velocidades instantaneas de
crescimento fossem avaliadas em fungdo da concentracdo microbiana, intituladas de
velocidade especifica de crescimento, consumo de substrato e de formacao de produto,

descritas nas Equagdes 6, 7 e 8 respectivamente (HISS, 2001):

1
Ux = }* Tx, (6)
_ 1,
.uS - X S (7)
1
Hp = % * Tp. (®)

Com isso, a partir da Equagado 6, pode-se obter uma relacao de primeira ordem para

a taxa de crescimento microbiano (7y):

Para a existéncia de uma relacdo entre a velocidade especifica de crescimento e as
taxas de consumo de substrato ¢ do surgimento de produto, ¢ necessario a introdugao de
indicadores ou fatores de conversdo denominados “Y” (PHISALAPHONG, SRIRATTANA
e TNATHAPANICHAKOON, 2006). O rendimento em massa celular (Yxss) possui relagao
com a quantidade de massa celular gerada em base seca com o valor de substrato consumido,

sendo definido por (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001):

dx
S _d_t S
do qual, obtém-se a Equacao 11:
rg = X (11)
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Substituindo (9) em (11), temos a relagdo entre a velocidade especifica de
crescimento do microrganismo (i) com a taxa de consumo de substrato (SCHMIDELL e

FACCIOTTI, 2001):

== (12)

dt Yx
S
Ja o rendimento do produto (Yrss), ele se relaciona com a massa de produto formada
e a massa de substrato consumida através da seguinte equacdo (SCHMIDELL e

FACCIOTTI, 2001):

dp
Yp=-4-=", (13)
S —E N
do qual, obtém-se a Equacao 14:
P =Yp*75. (14)

N

Substituindo (12) em (14), temos uma correlagdo da taxa de formacao do produto

(rp) com a velocidade de crescimento microbiano (L), através da Equagao 15:

P

_ar _ 3

_dt_YXMx
S

o X. (15)

Esta equacdo € incontroversa em situagdes que o crescimento celular estd associado

com o aparecimento de produto (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

3.7 Modelos Cinéticos de Crescimento Celular

Segundo Shuller e Kargil (2001) a atividade microbiana pode ser descrita por 4
modelos cinéticos de fermentagdo. Entre esses modelos estao:

a) Estruturados e nao-segregados, onde as células sdo tratadas como individuos de
multiplos componentes, porém com composi¢ao média semelhante;

b) Estruturados e segregados, onde as células de microrganismos sdo consideradas
como individuos distintos e formados por multiplos componentes;

c¢) Nao-estruturados e segregados, onde as células sdo tratadas como seres individuais

distintos, porém descritos por um unico componente;
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d) Nao-estruturados e nao-segregados, nos quais as células de microrganismos sao
consideradas como soluto. Sendo este ultimo o que o que apresenta mais frequéncia literaria
(SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Os modelos do tipo ndo estruturado e ndo segregado, em sua maioria, decorrem da
velocidade especifica de crescimento do microrganismo (p) ou da produgdo de etanol pelo
decréscimo da velocidade especifica maxima através de alguns termos de inibi¢do e
limitagdo. A equagdo de Monod, que expressa a velocidade especifica de crescimento do
microrganismo (p) como uma funcdo da concentracdo de substrato limitante (S), ¢ a forma
mais simples para explicar e descrever o crescimento microbiano. Esta equacdo ¢ proficiente
para sistemas em que ndo ha interferéncias significativas de inibidores e esta descrita como

(BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2008):

S
U= /Jméx-Ma (16)

em que, umax € Ks sdo, respectivamente, a velocidade especifica maxima de crescimento e a
constante de saturagdo de Monod.

A taxa méxima de crescimento (umix) ocorre quando S >> Ks e as concentragdes de
todos os componentes sdo inalteradas. Enquanto a constante de Monod ira ser equivalente a
concentracdo de nutriente limitante na qual a velocidade especifica de crescimento ¢ metade
do seu valor maximo. Fisicamente, Ks representaria a divisdo entre o intervalo baixo de
concentragdo, em que “u” se torna fortemente dependente (linear) de “S’, e intervalo alto de
concentragdo que “u” se torna independente de “S” (BERG, TYMOCZKO e STRYER,

2008).
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Bebidas e Alimentos —
LTBA e no Laboratorio de Ensino em Engenharia Quimica — LEEQ, que ficam localizados
no Centro de Tecnologia da Universidade Federal de Alagoas. O fluxograma da Figura 5

apresenta sequéncia das etapas desenvolvidas no trabalho.

Figura 5. Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho

Preparo da Polpa de Tomate Inteiro - PTI

Caracterizacao Fisico-quimica da Polpa N
de Tomate Inteiro - PTI

N
Elaboragao do Fermentado Alcodlico !—J

=

N

Acompanhamento Cinético

Modelagem Cinética

Fonte: Autora, 2020.

4.1 Preparo das Polpas de Tomate Inteiro - PTI

O tomate foi escolhido como matéria-prima para esse estudo através de uma
avaliacdo de seus atributos, entre eles podemos citar: acdo benéfica atribuida ao alto
potencial antioxidante dessa hortaliga, presenga de compostos fendlicos, vitamina C e
carotenoides. Sendo considerado um alimento funcional devido ao efeito preventivo de
doengas cronicas ndo transmissiveis, atributo relacionado ao seu alto teor de licopeno. Além
disso, o tomate apresenta baixo custo e disponibilidade ao longo de todo o ano (HEREDIA
etal., 2010; SHEN, CHEN e WANG, 2014; NAVARRO-GONZALEZ, 2016; ANJO, 2020).

A polpa de tomate utilizada foi preparada com tomates de um tnico lote
comercializados na feira livre de Macei6/AL e originais da cidade de Petrolina/PE.
Inicialmente os frutos passaram por uma selecdo para eliminar os que apresentavam

deterioragdo, selecionando, preferencialmente, os mais maduros. Em seguida, esses frutos
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passaram por uma sanitizagao utilizando hipoclorito de sédio, durante 15 minutos. Por fim,
foram triturados em liquidificador industrial para alimentos SIEMENS SLP4 e armazenados
em congelador, a -10°C. Vale ressaltar que com o intuito de minimizar os residuos gerados

no processo, a polpa foi produzida com o tomate inteiro (pele, semente e polpa).

4.2 Caracterizacio fisico-quimica da Polpa de Tomate Inteiro - PTI

Foram realizadas as seguintes andlises para a caracterizacdo da polpa do tomate:
umidade, agucares totais, proteina, fibras alimentares, lipidios, residuo mineral fixo (cinzas),
pH e soélidos soluveis totais - SST (°Brix). Todas as andlises estdo com suas respectivas

metodologias no Quadro 1:

Quadro 1. Procedimentos analiticos realizados para a caracterizacdo fisico-quimica da PTI

ANALISE METODO/REFERENCIA
Umidade IAL, 2005; AOAC, 2002
Acgucares Totais Adapt. TREVELYAN e HANRRISON, 1952

Lipidios IAL, 2005

Fibra Bruta HENNEMBERG, 1864
Cinzas IAL, 2005
Acidez Titulavel IAL, 2005

Solidos Soluveis Totais - SST AOAC, 2002

pH IAL, 2008
Proteinas IAL, 2008

Fonte: Autora, 2020.

4.3 Elaborac¢ao do Fermentado Alcoodlico

O Microrganismo utilizado para a fermentagdo alcodlica foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae, na forma de fermento bioldgico seco Dona Benta®. Os ensaios
foram baseados no trabalho de Silva et al. (2018).

As bebidas fermentadas foram elaboradas segundo o fluxograma apresentado na

Figura 6:
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Figura 6. Fluxograma da producgéo do fermentado alcodlico de tomate
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Fonte: Autora, 2020.

As bebidas foram produzidas em diferentes propor¢des de PTI para se obter a
influéncia dos solidos na cinética de fermentacdo. A concentracdo de levedura e de sacarose
foram baseadas nas melhores condi¢des encontradas por Vieira et al. (2020) (concentragao
de levedura de 5 g/l e 25° Brix). As nomenclaturas utilizadas no estudo, bem como as

condigoes iniciais de cada reator em batelada estao descritas na Tabela 1:

Tabela 1. Condigoes iniciais dos reatores em batelada

Concentragio
Fermentado de PTI CLo SSTo
A 20 g/L
B
0 gL 25°Brix
5¢/lL
C 100 g/L
D 200 g/L

Legenda: SSTy: Solidos Soluveis Totais Iniciais; CLo: Concentragdo de Levedura Iniciais no indculo.
Fonte: Autora, 2020.
Para um volume util de mosto de 1 L, foram colocados em Erlenmeyer de 2 L, 20,

50, 100 e 200 g da PTI e diluido com agua destilada até¢ completar o volume estimado. Em

seguida, foi feita a afericdo do teor de solidos totais e realizada a etapa de chaptalizacdo com
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sacarose comercial (Coruripe®). Ap6s, o pH foi aferido e corrigido para 5,5 com bicarbonato
de so6dio em po6 (Synth) e acido sulfurico (10%) (Dinamica Quimica Original). Com pH
aferido, foram adicionados os nutrientes, em g/L: 1,4 g de sulfato de magnésio, 5,3 g de
ureia, 5,6 g fosfato de potassio e 6,8 g de extrato de levedura (SONEGO et al., 2016). Os
Erlenmeyer foram pasteurizados em banho maria por 30 min a 60°C, conforme
procedimento realizado por Costa et al. (2017). Por fim, o mosto foi resfriado até 30°C e em
seguida a inoculagdo foi realizada, com concentracdo de levedura de 5g/L. As leveduras
utilizadas foram previamente aclimatadas por 24 h em temperatura ambiente, com o mosto

composto de 20 g/L de tomate, com 5,7 °Brix (60 g/L de sacarose).

4.4 Acompanhamento Cinético

4.4.1 Concentracao de Etanol (teor alcodlico)

Para a determinacao da concentragao de etanol na amostra foi utilizado o método do
espectrofotometro. Esse método consiste na oxidagdo do etanol por dicromato de potassio,
em que a reagdo pode ser monitorada pela mudanca na colocagdo devido a formagdo de
sulfato de cromo (III).

A solugdo de dicromato utilizada foi preparada com 500 mL de agua destilada, 325
mL de 4cido sulfurico concentrado e 33,678 g de dicromato de potédssio padrdo. Foi
transferido a solu¢do de dicromato para um erlenmeyer de 2 L com 200 mL de agua em
banho maria, sem aquecimento e foi transferindo o 4cido aos poucos, agitando
constantemente. Quando a solugdo estava em temperatura ambiente, completou-se o volume
para 1 L. Por fim, armazenou-se a solu¢do em vidro dmbar.

Apbs, destilou-se cada amostra durante 4 minutos, contados ap6s o inicio da fervura,
anotando o volume do destilado, método realizado conforme Abud (1997). Em seguida, foi
transferido 2 mL deste destilado, que foi submetido a uma rea¢ao durante 30 minutos a 60
°C com 2 mL de solugdo de dicromato de potassio. Por fim, foi realizada a leitura da
absorbancia das amostras em espectrofotometro a 600 nm. A concentracdo de etanol foi
determinada a partir de uma curva de calibragdo de etanol em concentragcdes conhecidas,

submetidas a mesma destilagdo e reagdao, como mostra o Grafico 1:
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Grafico 1. Curva de calibragdo do dicromato de potassio

40 R
35
30

25

y=27,787x - 0,1142
20 e R? = 0,9993
15

@ Curva de dicromato
10 o

Comcentracdes do Alcool (g/L)

o @
0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000
Absorbancias (Ab)

Fonte: Autora, 2020.

4.4.2 Determinacdo de Agucares Totais (A.R.T.)

A determinacdo dos aglcares totais foi feita pelo método espectrofotométrico,
adaptado a partir de Trevelyan e Hanrrison (1952), que utiliza o reagente de antrona e com
medi¢do da absorbancia realizada a 625 nm. A composi¢do do reagente de antrona ¢é feito
com mistura de 36 mL de acido sulfurico (H2SO4), 14 mL agua destilada e utilizando 0,1 g
de antrona, completando um volume final de reagente para 50 mL, ou seja, uma solucao
sulfurica a 71% com 1 g/L de antrona. Com a solucdo faz-se a reacdo das amostras com o
reagente antrona, misturando inicialmente em tubos de ensaio 0,4 ml da amostra, diluidas
adequadamente quando necessarias com 3,6 ml do reagente de antrona, em seguida os tubos
sao levados a banho fervente por 10 min.

Para tal leitura, ¢ necessario o preparo de uma curva padrao de glicose. Para essa foi
preparada uma solu¢do de glicose 0,3 g/L (solucdo mae), a partir da qual se formulou as
diferentes concentragdes presente na curva padrao (0,03-0,3 g/L), por diluigdo.

No Grafico 2 ¢ apresentada a curva padrdo para a reacao de antrona, que foi utilizada
no estudo.
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Grifico 2. Curva padrio de antrona em diferentes concentragdes de glicose
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Fonte: Autora, 2020.

4.4.3 Crescimento Celular

Embora a polpa de tomate produzida contenha solidos insoluveis, foi feita a
realizacdo da contagem celular em cdmera de Neubauer em microscopio Optico, conforme
Antonini (2004). A concentracdo celular da levedura S. cerevisiae foi calculada de acordo
com a Equacdo 17, e ap6s isso convertida por uma curva padrao de peso seco celular (g/L)

por concentragao de células (células/mL):

Cy (Célzlas) _ <((celulas totais nos 5 campos de contagem)/s) 10% D) a7
em que: Cx — concentracdo celular e D - dilui¢do adotada para a amostra.
4.5 Modelagem Cinética

4.5.1 Parametros Cinéticos

Os parametros cinéticos da fermentacdo que foram calculados sdo: Rendimento do
Processo (Rp) (%), Eficiéncia da Fermentagdo (Ef) (%), Fator de Conversdo de Substrato
em Produto (Ypss), Fator de Conversao Célula por Substrato (Yxss), Produtividade em Etanol
(Pe) (g/L.h) e Taxa de Consumo (Cs) (g/(L.h)), como descrito abaixo:

O Rendimento do Processo (Rr) foi determinado com uma relacdo entre a quantidade
de etanol produzido (g/L) e a agucares totais iniciais, segundo o teor de agucar determinado
no mosto, através da Equagao 18:

Etanol obtido (%)

P (Acgucares Totais iniciais )

* 100, (18)
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A eficiéncia de levedura foi determinada através da fracdo da conversdo da

quantidade de agucares em etanol, dada por:

Etanol obtido (%)

%100, (19)

f = 0.511.(Agucares TotaiSpicio— Agucares TotaiSginal)

em que 0,511 ¢ a relagdo estequiométrica de conversao da glicose em etanol, fator de Gay-
Lussac.

A partir das equacdes de rx, rs e rp, (Equacdes 3, 4 e 5); correspondentes
respectivamente, as velocidades instantaneas de crescimento celular, consumo de substrato
e formacao de produto, resolvendo-se as integrais considerando-se a cinética de Monod e os
fatores de conversdo (Yx/s e Yp/s) obtém-se as Equacdes 20, 21 e 22, para crescimento

celular, consumo de substrato e formag¢do de produto:

pumax.S;_q g
_c . 1 umax.S;_q ) R
S=Sia Yx/s ' Ks+Si_1 .Xl_ll(tl tl_l), 1)
Yp/s pmax.sS;_
P =Py + 28 BN X (4 — tiy), (22)

Yx/s Ks+Si_q1

em que: Xo corresponde a quantidade de inoculo inicial; PUmax € taxa de crescimento maximo;
S ¢ concentragao de substrato; Ks ¢ a constante de semi-saturacao do modelo de Monod; “t”
¢ tempo de fermentagdo; Yx/s € consumo de substrato; P ¢ concentragao de etanol; e, Yp/s €
taxa de producdo de produto. i e i-1 representam o espago entre dois pontos experimentais.
Outo parametro cinético analisado foi a produtividade em etanol da fermentacao.
Expressa pela massa de etanol produzida (g) por volume (L) de meio em fermentagao por

unidade de tempo (h), foi calculada pela Equacdo 23 (PAVLAK et al., 2011):

__ Etanol Obtido;4,— Etanol Obtido;
ti

P ) (23)

A taxa de consumo também foi determinada durante o estudo, sendo encontrada a

partir da equagdo 24:

__Acglcar Obtido;_,— Agucar Obtido;
24

Cs

(24)
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4.5.2 Regressao Nao-linear e Calculo do Erro Relativo

As constantes cinéticas dos componentes do modelo foram estimadas através do
Solver, suplemento da Microsoft Excel, utilizando o método Generalized Reduced Gradient
(GRGQG). Para a validagdo dos modelos, a média do Erro Relativo (ER) entre os dados

experimentais e os resultados tedricos foi calculada, através da Equacgdo 25:

ER (%) — %Z? [Xcaicl—1%expl ’ (25)

[Xexpl

em que: n representa o numero de pontos experimentais, Xy, € equivalente os dados

experimentais e x4 representa os dados calculados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao Fisico-quimica da PTI

Na Tabela 2 estd disposta a caracterizacao fisico-quimica da PTI.

Tabela 2. Caracterizagdo fisico-quimica das polpas de tomate inteiro

Analises Médias Desvios
(%)
Umidade (%) 94,08 0,036
SST (°Brix) 4,50
pH 4,25
Acidez Total (meq/g) 4,43 0,20
Proteina (g/100g) 1,05 0,17
Cinzas (g/100g) 0,11 0,08
Acucares totais (g/L) 29,14 0,02
Lipidios (g/100g) 0,18 0,02
Fibras Alimentares (g/100g)  1.04 0,21
Carboidratos (g/L) 38

Fonte: Autora, 2020.

Segundo Silva e Giordano (2000) o fruto do tomateiro possui em sua composi¢ao
aproximadamente 93% a 95% de agua. Borguini (2002) encontrou teores de umidade que
variaram de 93,73 a 94,53% para o tomate convencional, valores semelhantes ao encontrado
nesse trabalho.

Para Nascimento et al. (2013) no tomate convencional espera-se um teor de solidos
soluveis de 4,75. A diferenga encontrada no resultado pode estar ligada as caracteristicas
genéticas da propria hortaliga, pela adubagao, temperatura, irrigacao entre outras. Entretanto,
de forma geral, o teor de SST de tomates pode variar entre 4 e 6 °Brix (ROSA et al., 2012).

Enquanto o teor de SST encontrados nos tomates estd relacionado ao grau de
amadurecimento do fruto, os aglicares totais afetam atributos como gosto, dogura e acidez
(MALUMBO, SHEWFELT e SCOTT, 1995; CECCHI, 1999). Segundo Chitarra ¢ Chitarra
(1990) os agucares totais representam em torno de 2,5% para o tomate, nesse estudo foi

encontrado por volta de 2,9%, valor proximo ao fornecido pela literatura.
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O valor obtido de pH ficou dentro da faixa de variagdo esperada, sendo desejavel
para a producao do fermentado valores entre 3,7 ¢ 4,5. Com valores de pH nessa faixa o
fermentado ndo  apresentard acidez elevada além de impedir a proliferacido de
microrganismos contaminantes. A acidez total apresentou valor muito préximo do nao
desejado, pois acidez total acima 4,5 meq/g, traz a necessidade de periodos mais longos de
esterilizagdo da matéria prima (GUILHERME et al., 2008; MONTEIRO et al., 2008).

Em relagdo aos teores de proteinas, cinzas, lipidios e fibras alimentares apresentaram
valores satisfatorios. Os valores esperados eram de 0,2 g de lipidios para cada 100g de
tomate, 1,1 g de proteina para cada 100g de tomate, 1,2 g de fibras alimentares para cada
100g de tomate e 0,5 g de cinzas para cada 100g de tomate de cinzas. Resultados bem
proximos aos que estao dispostos no Quadro 3 (TACO, 2011).

Através dos resultados das andlises fisico-quimicas (Tabela 2) foi verificado que o
teor de agucares totais foi baixo, necessitando a adi¢dao de aglicar para a produgdo de um
fermentado com graduacdo alcoodlica esperada (4-14%). O pH e a acidez foram favoraveis
para a fermentacdo pelas leveduras, fatores esses que contribuem para uma fermentagao

bem-sucedida.

5.2 Acompanhamento Cinético do Fermentado

Para a producdo de bebidas alcoolicas de qualidade e seguras para o consumo ¢
necessario o controle das varidveis do processo fermentativo (SILVA, 2009). Dessa forma,
os perfis dos principais pardmetros da fermentacao, concentragdo de substrato (S), formagao

de produto (P) e biomassa (X) foram analisados.
5.2.1 Concentragao Celular

A concentragdo de inoculo ¢ uma etapa fundamental para a otimizagdo da
fermentagdo, uma vez, que o biocatalisador que nos fornecera o produto desejado, nesse caso
o etanol (COMELLI, SULEY e ISLA, 2016; PUTRA e ABASAEED, 2018; RIVERA et al.,
2017). Esse parametro atua diretamente na velocidade de reagdo, e consequentemente, no
tempo de processo.

A comparacdo grafica entre os dados experimentais e as curvas simuladas para o
modelo de Monod sdo apresentadas na Figura 7. O processo apresentou um crescimento
mais expressivo até o quinto dia, mostrando que a fase tumultuosa do processo fermentativo

aconteceu nesse periodo. Apds os primeiros 5 dias o crescimento celular continuou
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aumentando até o sétimo dia, porém de forma mais lenta. A partir do sétimo dia foi possivel
constatar a estabilizacdo da fermentacdo, que seguiu até o décimo sexto dia para ter a
confirmagdo dessa estabilizagcdo. Entretanto, como a cinética de Monod prevé apenas fase
de crescimento os pontos experimentais foram plotados até o sétimo dia. As concentragdes
finais celulares encontradas no sétimo dia foram de 10,5, 10,5, 12 e 12,5 g/L para A, B, C e
D, respectivamente.

Através da Figura 7 € possivel observar que o comportamento das curvas simuladas
e experimentais sdo semelhantes, entretanto o modelo de Monod apresenta uma estabilizagao

do crescimento antes do que foi encontrado através dos dados experimentais.

Figura 7. Perfis cinéticos de crescimento celular em funcdo do tempo de fermentagdo. A- 20g/L de
PTI, B—50 g/L de PTI, 100 g/L de PTI ¢ 200 g/L de PTI
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Fonte: Autora, 2020.

Foi verificada também a viabilidade celular das leveduras ao longo das fermentagdes,
para todos os fermentados, que ndo apresentaram um percentual de células mortas maior que
5%, e por isso a cinética ndo englobou a taxa especifica de morte celular (SILVA e

BERTUCCO, 2018).



34

A fermentacdo do mosto com polpa de tomate se desenvolveu de forma lenta, com
taxa de crescimento méaxima (pmax) situando-se entre 0,22-0,35 dia™! (Tabela 3) e levando
cerca de 7 dias para atingir estabilizagdo da fermentacdo. No entanto, esse tempo de
fermentagdo ¢ compativel com outros trabalhos que desenvolveram fermentados de polpas
de frutas/verduras, em condi¢des semelhantes. A citar: a fermenta¢do de Inga edulis que
necessitou de 6 dias para atingir a fase de estabilizagdo (FARIAS, 2019), a fermentagdo de
tomate que necessitou de 4 dias para atingir a estabilizagdo da fermentacao (VIEIRA et al.,
2020) e para a produ¢do de fermentado de morango foram necessérios 8 dias (ANDRADE
et al., 2013).

Tabela 3. Constantes cinéticas do modelo de Monod para crescimento celular

Wmax Ks
Fermentado ER (%)
(dia™) (g/L)
A 0,220 15,70 9,0
B 0,250 15,70 6,0
C 0,350 15,70 8,0
D 0,350 15,70 8,0

Legenda: ER: Erro Relativo.
Fonte: Autora, 2020.

Quando comparado a outros estudos cinéticos envolvendo fermentacdes etandlicas a
partir de mostos agucarados, os valores de umax encontrados sao considerados baixos. Alguns
exemplos sdo: fermentacio de xarope agucarado que obteve um pmax de 7,01 dia (PUTRA
e ABASAEED, 2018) e fermentag@o do suco da palma com duracdo de 96 h e com valor de
Hmax de 6,96 dia! (SRIMACHAI et. al., 2015). No entanto, essas fermentacdes nio
apresentacdo condicdes semelhantes as utilizadas no presente estudo, sendo fermentagdes
rapidas, cujo objetivo principal € apenas obtencao de etanol.

Entretanto, para a producdo de uma bebida fermentada, ou seja, uma bebida
alimenticia, geralmente sdo obtidas fermentagdes lentas (ALMEIDA et. al., 2014; DANTAS
e SILVA, 2017). Por exemplo, na producdo de cerveja foi obtido uma constante cinética
(umax) de 0,424 dia™! (PARCUNEYV et. al., 2005) e na producio de vinho de tomate foi obtido
um (umax) igual a 0,340 dia! (VIEIRA et al., 2020), valores proximos ao encontrado nesse

trabalho.
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Em relagdo a constante de semi-saturacdo do modelo de Monod (Ks), que em teoria
deve ser a mesma nas variadas concentragdes iniciais de substratos ndo apresentou valores
divergentes, contemplando o que diz a teoria. Os resultados obtidos para Ks estdo de acordo
com os resultados obtidos por Esfahanian et al. (2016), que obteve para um fermentado
utilizando glicose com Ks igual a 14,16 g/L, além disso os resultados obtidos por Rivera et

al. (2017), também estiao proximos ao encontrado neste trabalho com Ks de 15, 68 g/L.
5.2.2 Concentracgao de Substrato

A concentracao de substrato inicial determina a quantidade de produto que podera
ser produzido (COMELLI, SULEY e ISLA, 2016), assim como também pode exercer papel
de inibicdo no crescimento microbiano (PUTRA e ABASAEED, 2018). No que diz respeito
a cinética fermentativa, os dados referentes ao consumo de acuicares totais, para os diferentes
fermentados (A, B, C e D), todos observados em fung¢ao do tempo, estdo dispostos na Figura
8.

Figura 8. Concentracao de substrato (S) durante a producao do fermentado alcodlico de tomate
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Fonte: Autora, 2020.

As concentragdes iniciais de agucares redutores para os 4 fermentados (A, B, C e D)

foram de 264g/L para A e B e 250 g/L para C e D. Houve uma reducao mais expressiva da
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concentragdo de agucares nos primeiros 5 dias de fermentagdo. De forma similar ao perfil
cinético do crescimento celular, foi observado que a partir do quinto dia ocorreu um consumo
de substrato mais expressivo e a partir do 7 foi encontrada a estabilizacdo da fermentagao.
As concentragOes iniciais ¢ finais de substrato foram de 264 - 28,37, 264 — 27,89, 250 —
23,01 € 250 — 13,23 g/L para A, B, C e D, respectivamente.

Na Figura 8, € possivel observar que os perfis cinéticos foram semelhantes para as
diferentes concentracdes de PTI e que o modelo apresentou resultados com tendencias
semelhantes a0 modelo de Monod. Entretanto os dados simulados a partir da cinética de
Monod apresentaram valores de consumo total dos agucares do mosto, entretanto o modelo
ndo leva em consideragao a influéncia dos fatores fisicos que o fermentado se encontra, nem
os efeitos de inibicao.

Na fermentacdo de um mosto de frutas espera-se que ao final do processo a
concentragdo de A.R.T se aproxime de zero (LIMA, 1999). Entretanto, a etapa de
chaptalizagdo foi realizada com adi¢cdo de sacarose, que se tornou a principal fonte de
alimento para o microrganismo. A levedura utilizada no processo precisou primeiramente
hidrolisar esse substrato, metabolizando-o em agucar fermentescivel para, assim, consumi-
lo e produzir o etanol, diminuindo a sua atividade metabdlica (FARIAS, 2019). Entretanto,
quando comparado a estudos realizados em condi¢des semelhantes a concentragdo de agticar
residual desse trabalho foi inferior, a citar: Viera et al. (2020), que produziram um
fermentado alcodlico de tomate e obtiveram a concentrag¢do de agtcar residual de 80-60g/L
e Many et al. (2014) que também produziram uma fermentado de tomate com concentragdo
de agticar residual de 220 - 48 g/L. Esse resultado pode ser devido a cepa de Saccharomyces
cerevisiae utilizada.

A partir dos dados obtidos podemos calcular a taxa de consumo de substrato,

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Taxa de consumo (g/(L.h))

Tempo de Fermentacgao (Dias)

Fermentado
1 2 3 4 5 6 7
A 4,345 1,290 0,393 0,196 0,092 0,041 0,001
+0,072 + 0,009 +0,042 + 0,056 +0,013 + 0,001 +0,002
B 4,683 1,514 0,361 0,137 0,078 0,008 0,002
+ 0,007 + 0,055 +0,034 +0,014 +0,014 +0,014 +0,001
C 4,633 1,278 0,481 0,143 0,080 0,002 0,002
+ 0,087 + 0,055 +0,021 + 0,005 + 0,001 +0,019 + 0,004
D 4,301 1,779 0,405 0,155 0,030 0,010 0,002

+0,192 +0,102 + 0,001 +0,022 +0,012 + 0,004 + 0,003
Fonte: Autora, 2020.

Os valores méaximos foram muito semelhantes entre os 4 fermentados variando de
4,345 — 4,683 g/(L.h). Os resultados se aproximaram dos encontrados em outros estudos de
producdo de fermentados alcoolicos de frutas. Na produgdo de fermentado de umbu a taxa
maxima de consumo foi de 5,283 g/(L.h) para 11 dias de fermentagdo (DANTAS e SILVA,
2017). Na produgdo de fermentado de tomate Many et al. (2014), obtiveram uma taxa de
consumo de 4,065 g/(L.h) para 4 dias de fermentagao.

5.2.3 Concentracao de Produto

Em relacdo ao produto, a maior importancia se d4 a respeito da concentragdo minima
de etanol para ser considerado uma bebida fermentada pela legislagdo brasileira. Que limita
que teor deve situar-se entre 4 a 14% (v/v) (BRASIL, 2009).

De forma similar ao consumo de substrato ¢ ao crescimento celular, as concentragdes
do produto demostraram uma produ¢ao mais pronunciada nos primeiros 5 dias, em seguida
ocorreu um aumento da concentragdo de produto mais lenta.

A comparacdo grafica entre os dados experimentais e as curvas simuladas para o
modelo de Monod sao apresentadas na Figura 9. Ao fim da fase exponencial de crescimento
foi obtido as concentragdes finais de produto de 106, 116, 115 ¢ 118 g/L para A, B, C e D,

respectivamente.
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Figura 9. Perfis cinéticos de formagdo de produto em fungido do tempo de fermentagdo. A- 20g/L
de PTI, B — 50 g/L de PTI, 100 g/L de PTI ¢ 200 g/L de PTI
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Fonte: Autora, 2020.

Na Figura 9, ¢ possivel observar que os perfis cinéticos foram semelhantes para as
diferentes concentracdes de PTI e que o modelo apresentou resultados com tendencias
semelhantes ao comportamento proposto pelo modelo de Monod. Os erros relativos
encontrados entre os dados experimentais e os calculados sdo 16, 13, 13 e 16%
respectivamente para A, B, C e D. Os erros foram inferiores aos encontrados em outras
produgdes, como Vieira et al., (2020) que encontrou valores de 9-19% de variagdo entre o
resultado experimental e os encontrados utilizando o modelo de Monod. Poll (2018) também
obteve resultados de erros proximo ao estudado encontrado valores de 12-19% no seu
processo fermentativo.

O teor alcoodlico dos fermentados foram de 13,4, 14,9, 14,7 ¢ 15% (v/v),
respectivamente para A, B, C, e D, utilizando p = 0,789 g/cm>. Valores similares a outros
trabalhos da literatura, a citar: Dantas e Silva (2017) que encontraram um percentual de
aproximadamente 13% (v/v) de teor alcodlico para o fermentado de Umbu, Silva (2008)
encontrou um percentual de 14,89% (v/v) no fermentado de jabuticaba. Sendo os estudos

realizados com condi¢des semelhantes ao desenvolvido nesse trabalho.
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Com os dados obtidos foi possivel calcular a produtividade, disponivel na Tabela 5.
As produtividades variaram entre os fermentados. Entretanto, foi D que apresentou valor
maximo entre os demais de 1,720 g/(L.h). Na producao de fermentados alcdolicos de frutas,
as produtividades encontradas ficaram proxima as obtidas nesse estudo. Produzindo um
fermentado de melancia Fontan et al. (2011) encontraram a produtividade maxima de 1,65
g/(L.h). Na producdo de fermentado de tomate, Jang et al. (2010), obtiveram uma
produtividade de 1,238 g/(L.h) e Bortolini e Sant’Anna (2001) que obtiveram produtividade

maxima de 2 g/(L.h) na fermentacdo alcodlica do kiwi.

Tabela 5. Produtividade (g/(L.h))

Tempo de Fermentacio (Dias)

Fermentado
1 2 3 4 5 6
A 0,923 0,491 0,070 0,043 0,128 + 0,004 +
+ 0,001 + 0,036 + 0,027 + 0,009 0,002 0,004
B 1,264 0,504 0,238 0,134 0,092 + 0,003 +
+ 0,250 + 0,001 + 0,139 + 0,077 0,056 0,002
C 0,909 0,506 0,360 0,168 0,062 0,004
+0,002 +0,014 +£0,027 + 0,006 +£0,010 +0,001
B 1,720 0,084 0,110 0,119 0,082 0,003

+0,119 + 0,048 + 0,009 +0,010 + 0,007 + 0,000
Fonte: Autora, 2020.

5.3 Relacao da Concentracao de PTI

Jang et al. (2010) produziram um fermentado de tomate, utilizando tomate maduro,
confirmando que o mosto contendo tomate e chaptalizado pode ser usado como matéria-
prima e com reprodutibilidade para fermentacdo etanolica. No entanto, nao foi encontrado
estudos sobre o efeito da concentracdo da PTI no fermentado. Na Figura 10 temos as
concentragdes encontradas para a biomassa, do consumo de substrato e da formagao de
produto, para dos 4 fermentados com as variacdes de polpas estudadas até o décimo sexto

dia.
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Figura 10. Concentragdo biomassa (X) , substrato (S) e produto (P) em fungdo do tempo de
fermentacdo. A- 20g/L de PTI, B — 50 g/L de PTI, 100 g/L de PTI e 200 g/L de PTI
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Fonte: Autora, 2020.

Através da Figura 10 podemos observar que os valores de concentracao celular foram
maiores para os fermentados com concentragdo superior de PTI. Foi D que apresentou
maiores resultados de crescimento celular. Os valores da concentragdo celular para todos os
fermentados foram de 10,868 + 0,863 g/L, apresentando variagdo maxima de 7% em relagao
ao crescimento médio. Sampaio (2019) encontrou relagdo semelhante ao produzir
fermentado de mel com graviola, obtendo maior crescimento de leveduras nos fermentados
com maior concentragao de polpa.

De forma semelhante ao crescimento celular o consumo de substrato e a produgao de
etanol também apresentaram maiores taxas nos fermentados com concentragao superior de
PTI. Uma das possiveis explicagdes para essa relagdo ¢ a quantidade de sacarose adicionada
na etapa de chaptalizagdo ser inferior nos fermentados com maior quantidade de polpa.
Sendo a concentracdo do substrato um dos fatores de influéncia das fermentagdes
(SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Essas variacOes nas concentragdes de sacarose causaram diferenca na classificacao

dos “vinhos” perante a legislagdo brasileira. Os fermentados A, B e C sdo do tipo suave por
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apresentar mais de 20 g/L de agucar residual (28,37, 27,89 e 23,01 g/L, respectivamente) e
o fermentado D ¢ do tipo meio seco, por apresentar de 5 a 20 g/L de agucar residual (13,23
g/L) (COSTA et al., 2017). Em relagdo ao teor alcodlico todos os fermentados apresentaram
valores muito proximos ao limite maximo permitido pela legislagao, 14% (v/v), sendo o teor
alcodlico de todos os fermentados de 14% + 0,99, sendo necessario o ajuste desse padrao.

Através dos perfis cinéticos encontrados, podemos observar que o produto, parametro de
interesse econdmico, ndo sofreu variagdo significativa pela concentragdo da PTI. Diferente
do encontrado por Alvarenga (2014) que produziu um fermentado utilizando 10, 20 e 30%
de casca de abacaxi e encontrou uma relagdo inversamente proporcional para a produgdo de
etanol e a concentragdo de casca utilizada na fermentacdo, ligando esse efeito ao aumento
da viscosidade no meio. Entretanto, o fermentado de tomate ndo apresentou variacao
significativamente negativa com o aumento da concentracdo na produ¢do do fermentado
nem por utilizar a polpa da fruta inteira, entretanto a concentracdo de pele e semente do
tomate representam apenas de 2-5% de sua composicao total (KNOBLICH, ANDERSON e
LATSHAW, 2005; BOTEON, 2020).

5.4 Fatores de Conversao

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados do Rendimento do Processo (Rp),
Eficiéncia da fermentagdo (Er) e os fatores de conversdo de células por substrato (Yxss) e
produto (Yrss). Como a partir do sétimo dia a fermentagdo estabilizou, esse foi o periodo

utilizado para o célculo dos fatores descritos.

Tabela 6. Constantes cinéticas do processo fermentativo

Fermentado Tempo de Fermentac¢ao (Dias)
Yxis Yess E¢ (%) R, (%)
A 0,020 0,370 89,769 40,131
B 0,020 0,400 92,376 42,208
C 0,0260 0,400 93,617 43311
D 0,027 0,420 89, 646 43,283

Fonte: Autora, 2020.

O fator de conversdo do substrato em produto (Yrss), para este trabalho, variou entre
os valores de 0,370 — 0,420 g.g™! para os fermentados com diferentes concentra¢des de PTI.
Semelhante ao encontrado no trabalho, outros estudos também apresentaram valores

similares. A citar: Srimachai et al. (2015) encontraram Yepss entre 0,470-0,370 g.g! e
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Martinez, Vivas e Quicazan (2016) encontraram valores de Ypss variando entre a 0,400 e
0,360 g.g"' e Carvalho et al., (2008) encontraram o valor de Y p/s 0,41 g.g’\.

O segundo fator de conversao € o de célula por substrato. O valor de Yx/s para esse
trabalho variou entre 0,02 — 0,035. Esses resultados estdo de acordo com autores que
realizam fermentagao etandlica a partir de S. cerevisiae. Ponce et al. (2016) que encontraram
Yx/s de 0,03 g.g”!' para 170-250 g/L de aglicar e com concentra¢io de levedura no indculo
de 2,5g/L. Entretanto, quando comparado a estudos que usara concentragoes de levedura no
in6culo maiores o valor é considerado baixo, como por exemplo Rivera et al. (2017) que
encontrou Yxss entre 0,455-0,446 quando a concentragdo de indculo se alterou de 12 para 20
g/L (com concentracdo inicial de agucar em sacarose entre 180-207 g/L). O valor de Yx/s
ter um valor baixo esta relacionado ao crescimento celular ter sido inferior ao esperado para
o in6culo de concentracdo inicial de 5g/L para todos os fermentados.

A eficiéncia de fermentagdo varia entre 0-100% pois leva em conta o rendimento
bioquimico. A eficiéncia desse processo apresentou valores 91, 35 £+ 2,26 %, esses valores
estdo de acordo com autores que realizam fermentagao etandlica a partir de S. cerevisiae. A
citas: a fermentagao com caldo de cana-de-aguicar obteve-se uma eficiéncia de 92,2%, com
teor alcoolico de 81 g/L e 171 g/L de concentragdo inicial de sacarose (RIVERA et. al.,
2017), Jang et al. (2010), que fez um estudo das caracteristicas da qualidade do fermentado
de tomate, utilizando tomate maduro, com concentragdo inicial de sacarose de 240 g/L,
obtiveram-se 61 g/L de concentracdo final de acucar e um teor alcodlico de 80 g/L, tendo-se
assim uma eficiéncia de 87,46%, bem proximo ao encontrando nesse trabalho. Bortolini,
Sebasti e Torres, (2001), avaliaram a fermentacdo de kiwi e obtiveram uma eficiéncia
variando de 75,6 a 92,4 %, valores proximos aos obtidos no presente estudo.

O rendimento de processo varia de 0-51,1% e reflete a utilizagdo dos agucares iniciais
para o etanol produzido. Ele ¢ importante em relagdo agucar residual do fermentado e atua
na classificagdo do vinho. Assim os resultados obtidos no trabalho se aproximam do

rendimento maximo.
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6 CONCLUSOES

Através do presente estudo foi possivel obter uma bebida fermentada da polpa do
tomate chaptalizada, com variacdo de 106 - 118 g/L de concentragdo de etanol e classificadas
como suave (A, B e C) e tipo meio seco (D). Além disso, apresentando uma eficiéncia
maxima de fermentacdo de 93,62% e um rendimento de processo maximo de 43,31%.

A caracterizacdo fisico-quimica da polpa foi uma etapa relevante para a produgao do
fermentado, pois mostrou as necessidades de correcdo para a obtencdo de um mosto que
oferecesse boas condigdoes de desenvolvimento das leveduras. Ainda sobre o mostro, a
adicdo de agticares mostrou-se de grande importancia na formagao e estabilidade do produto.

Houve um bom rendimento final do produto e com todos os pardmetros fermentativos
proximos de valores encontrados em outros trabalhos. As andlises mostraram que o0s
fermentados foram do tipo suave (A, B e C) e semi seco (D). Entanto, s6 A apresentou teor
alcodlico dentro dos limites exigidos pela legislacdo para fermentados de fruta.

Por fim, observou-se que a concentragdo de polpa com soélidos ndo interferiu
negativamente no processo de fermentacdo. Se tornando uma possibilidade do
aproveitamento integral da hortalica, além de produzir um fermentado com caracteristicas
mais intensar das propriedades do tomate com o aumento a concentragdo de polpa que tem

grande relevancia no sabor final do produto.
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